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O estudo microscópico, rotineiro, dos tecidos duros reqm:,."'f que estes passem 
previamente por um processo de desmi:neralização" Os ácidos usados para essa fi.nalidade se 
mostravam: muitas \ICZCS~ inadequados quando se pretendia reali7N estudos sobre os componentes 
químicos (THORELL & W1LTON, 1945; W1SLOCK! & SOGNNAES, 1950) ou enzimáticos 
(L!LL!E et al. 1951; SCHAJOW!CZ & CABRINL 1955) contidos em células ou mattizes 
çxJmcclularcs. .Assim, vários estudos histoquimicos (SCHAJO\VICZ & CABRrNl ] 955; 
!IJARDEF!N & J,~'v!ES, 1957; '!ROTT, 1961; L!LL!E et at 195!; L!LLJE !962; SCHlv!JDT, 
1963; FERRAZ & !>.lERZEL, 1966) e bioqtrimicos (TROTT el aL, 1962) foram realizados no 
sentido de se estabelecer um ou mais agentes d~'i&mincralizadores que produzissem e-feitos 
scçundários menos prom.mclados sobre o Iesíduo orgânico. Entre os vá.dos agentes quimicos 
analisados, o sal sódico do iiddo diamino tctra-acético (EDT A) e o ácido tric1oroac6tico (TCA) 
deram resultados promi-,sores na preservação de carboidJ:atos (glicob~nio) e de 
g.licosmninogiicanos. 
O EDTA, um ag-.,lltc qudante, também, tt..m sido amplamente utilizado, por suas 
virtu,des, em estudos morfOlógicos ultra-estruturais segundo o método preconizado por 
WARSHAWSKY & MOORE (1967), 
O TC~ embora apresente uma grande vantagem .sobre o EDT ~ uma vez que 
requer menor tempo par.! a desnUner.alização dos tecidos duros, tem sido empregado com menor 
frequGnda que o EDT A. Estudos comparativos (1'ROTTj 1961; L1LL1E, 1962; FERRAZ & 
\H':RZEL, 1966) entre ele e o EDTA têm apresentado resultados contraditórios, pelo menos no 
yu.ç se rdi-Te à prescf\/ação de carbnidratos (glkogên:io e glicosanúnoglicanos ). Aliás. os resultados 
histoqulmkos obtjdos -por FERRAZ & J\.1ERZEL (1966) revelaram que o TCA a 51Jó portou~sc 
mt::llmr que o EDTA na prcst.'!Vação de carboidratos. Na literatura, as informações a respeito da 
ação dess~;~s duis desmincra1izadorcs sobre prok--inas se restringem a um estudo hisloquimico de 
pp.!pos reativos de aminoácidos (CORRE.<\ & BLUJ\,fEN, í974), apresentado em fOnna de 
n:sumo. Nenhuma referência fOi encontrada sobre os efeitos desses dois desmineralizadores em 
protd:nas e'Vidt.-'Tidadas através do método radioautográlico após injeção de aminoácidos 
pretursorcs radioativos. Este trabalho tem, assim, a fmalidade de analisar os dt.'itos desses dois 
agentes sobre a<> proteínas de secreção do pâncreas e da s:uhmandlbular de camundongos injctadm; 
com 3H~g}icina, O mesmo material f01 estudado, também, ao nível da microscopia eletrônica, com 
o objetivo de &;;,': comparar a. ação dos mesmos sobre a ul1r.a~c:s.trutura daquelar.; glândulas. 
2- MATERIAL E MÉTODOS 
·I 
MA TERIA L E MÉTODOS 
Tr&s camundongos albinos machos, S\ViSS1 com peso médio de 30g + 2, fOram 
injeüldos i,p,, com lJ1-glicina (Amersham Internationat Umited, lJSA) na dose dt: 5FC/g de peso 
corporaL Uma hora após a injeção1 os animai<.:; tOram sacrificados:, sob anestesia com éter etílico. 
através de perfusão intra-çardiaca com parnfúrmaldcido a 4% em tampão tOsfJto 013 M; pH 7)4, 
por 15 mi,.qntos. De cada animal, fOram removidas as glândulas subrn.andtl)ulares, o pâncreas e as 
tíbias. A.s g)ãndulas fOram reduzidas em fragmte'ntos de aproximadamente lmrnJ, os quais, 
juntamente com os ossos~ foram imersos em glutaraldcido a 2,5% em tampão fosfato O, 1 Tv~ 
pH 7,4, a 40 ~e, por uma hora c à temperatura ambiente por mais três horas (PERACCHlA & 
MlTTLER, !972). O material, após lavagem em tampão !ostato (WARSHAWSKY & MOORE, 
1967) durante uma noite, fOl dividido em três grupos: controle, tratados com EDTA 
(\\.-/\RSHAWSKY & iv100RE, 1967) e tratados com TCA a 5%; ambas as soluções mantidas a 
4 ° C e n:.nnvada-s diariamente. Para cada agente dcsrnineralizador, havia um grupo, constituído 
pelas tíbias. que recebeu o mesmo tratamento e fOi usado para se determinar o tempo que as 
gliinJuias permaner.::erimn nas soluções. 
O grupo controle, após a ptimelra lavagem em tampão1 perrnaneccu no rrwsmo por 
mais 48 horas e fOi ç;m seguida pós-lixado em tetró:d.do de ósmio e incluído em Araldite 
(GLAliFRT & GLAVERT, !958), 
O .final da desminera1ização f'Oj controlada, diariamente, pela dosagem d.:; fOsfato 
(FISKE & SlJ13BAROWj 1925) em amostras colliidas das soluções das tihias. A ausência de 
fosfato nas soluções indicava o fina! da desmineraliza-ção (5 dias para o grupo tratado com TCA e 
11 dias para o tratado com EDTA). Por segurança, o material fOi deixado por mais 24 horas nos 
desmineralizadores e, em seguida, lavados em tampão fosfato isotônico (\V ARSHA \-VSKY & 
MOORE. 1967) por 48 horas. Os ffagmentos das glândulas tratadas foram pós-fixados em 
tretóxido de ósmio por 2 horas c incluídos em Aral.dit~;\ como descrito pura o controle. 
Cortes com 0,5 pm de espessura, usando~sc navalhas de vidro, no ultramkróíumo 
\1T-1 (Sorvall), foram obtidos de- dois blocos de cada grupo por animaL Estes cortes iOram. 
dispostos na região mediana de uma mesma lâmina de vidro, confOrme mostra o Esquema 1.. 
As lâminas ítYram cobertas com ernuls.i.o radloaulogrãt1ca K5 da Illi:Jrd pelo 
método do "dipping" (KOP1UVA & LEBLC)ND, J 962), .as quais, após um período de exposição 
delenninado por lâminas extras que serviram de test.::, fOram rtt"'lellida" em D-19 B da Kodak, 
fixadas em hipossulfito de sódio à 24°,0.. e os cortes corados com azul de metilino à l 0 /ó em lmrato 
dt' Wdio a 1 ,~,h, 
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Esquema 1 - Es-quema representativo da distribuição d<.\." cortes nas lá.minas, para 
serem c.obertos Go:m emulsão radioautográfica. 
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1 e 6 - Cortes de tecidos do grupo controle, 
2 e 5- Cortes de teddO$ do grupo trntado com EDTA. 
3 e 4 • Cortes de tecidos do grupo tratado com TC A. 
Obs. w Etn cada Hhnina! estavam dispostos apenas cmtes referentes a um mesmo animal, 
sendo que foram cortados dois blocos por grupo de cada animal 
A análise quanti'Ultiva, representada pda contagem de grãos de prata redullib 
(A.gBr), 1ocalizados sobre a região apkal das células dos àdnos glându1.ares, fOi realiz.ada em 2011 
campos de 81 ftm1, utilizando-se uma ocular Zeiss Kbl 8x e objetiva de lOOx em óleo de imersão. 
Os mesmos blocos, previamente cortados com 0,5 JUTI, fóram rea:parados e 
conados com 60 - 100 nm de- espessura, no ultra~nllcrótomo Jvff ~2C (R!\1C). Estes., foram 
wletados em telas de cohre com 300 gradt.'S, contrastados cüm cilra!o de- chumbo (REY"NOLDS. 
1963) c acetato de uran.ila (solução &<1turad.a em álcool 50°·Ú), analisados e fotografados em 
\'licmscópin Eletrônico d.c Transmissão Erv110 -da Zeiss. 
3 - RESULTADOS 
RESULTADOS 
I - Análise radioautogriiiica quantitativa das tmidades secretoras 
serosas do pácre.as c da glândula subm.andibular. 
Ll • Pâncreas 
8 
No pâncreas, ohse1vou-se uma reação radioautográtka intensa, uma hora após a 
mjt.~ção da glicina marcada, exclusivamente no produto de secreção 1oca1izadD no ápke das 
unidades acinosas (fig<.;, l, 2 c 3), Os tratamentos com as soluçõ~;Js desminerali?..adoms (EDTA e 
ATC) não alteraram a distribuição qualitativa da reaç,ão (Figs. L 2 e 3). As contagens dos grãos 
de A.gBr sobre a secreção, tanto nos controles como nos tratados, estão condensados na tabela 1 _ 
A análise de variância desses dados (tabela 2) mostra que não existem ditCrenças significantes 
entre o gmpo controle e os grupos tratados. 
1.2- Submandibular 
As reações radioautográficas observadas na glândula submandlbular 1 hora após a 
injeção, J()i mai<.J fOrte no produto de secreção das unid.1des secretoras seromucosas (figs. 4, 5 e 6) 
do que nos duetos gr.tnuiosos .. Assim, as contagens de grãos de AgBr f<-itas nos controles e nos 
tratados restringiu~se ao produto de secreção das unidades scromucosmL Nesta glândula, por 
de ordem técnica (perda de um animal), as contagens dos grãos sobre o produto de 
~ecreção das unidades seromucosas foram reali72da..;;; ap ... 'nas nas glândulas de dois animais. Os 
dados obtidos e apresentados na tabela 3, mostraram, após .a análise de variolnda (tabela 4), que 
não há diferenças significantes nas reaç.ões radioautográíicas entre os três grupos. 
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.A.s figuras 1 a 3 são ibtomicrograt1as de nHiioautogramas de cortes, com O, 5 ~tm de 
espGssur.a, de pâncn:as de camundongos injetados com JH-glh::.inn e corado$ com azu.l de metileno 
a 1 "'O em bora1o de sódio a 1 O,·&, 
Fig. 1 ~Pâncreas ~ Controle. 
Nessa iigunt, nota-se que a reação radioautogni.fica (pontos negros) está localiZJda 
na porção apicai dos âcinos semsos ( a•·>} que aparecem como áreas mais claras. A porção basal das 
células acinosas, rica em retículo endoplasmático granular~ aparece corada em cin.t...<t (azul no 
migínal ); ~· 640 'L 
Fíg. 2 ~Pâncreas- TCA. 
A reação radioautográJica aparece, como na figura prec.edente, reslriü à porção 
npica! das células, Nota~sc que a coloração cinn é mais escura c difi1.sa que na figura l, assumindo 
um aspecto ''borrado". À esquerda da figura, os limites entre os ácinos {as) não estão hem 
de!ínidos ; , 640 X . 
. Fig 3 -Pâncreas - EDTA 
()s aspe:~tos estruturais e a coloração dos ácinos (as), nesta figura, é hem 
semelhante a do controle. A reação radionutognlfica. corno nas .tlgura;;,; precedentes, está localizada 
na porção apical das células; ~· 640 X. 

Tabela 1- Concentração de grãos de- AgBr sobre a secreção dos J:cinos serosos do pâncreas: 
Controles 1.': Tratados com EDT A eTC A (descontado o background), 
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Tabela 2 ~ Análi~e de variânda dos dados dispostos na tabela 1. O resultado de F ,-" n, 56 indica 
que os resultado&, à nhid de Y>ó, não são signilicantes. 
.... .......... ·········· . ···~·-· r 
CAUSASIJ!l~•\l':L~Ç()fi3_i G.L ___ .c. ~:c: _s_·.,o,,.· ............................ ·: Q.M. 
TRATAMENTOS 2 777.130,36 388.565,18 
F 
0.56 
RESIDUO 6 4.1!7.412,62 686.235,43 
''"'""'"-''-~-~---..-- --------- ---~-·~-- ~ ... ---~"' ---~--~~ -----------------·-- "' '"" ..... -- --~-~---
TOTAL 8 4.894.542,98 
11 
As figuras 4 a 6 são ílJtomicmgrafias de radioautogramas de -cortes çom. O, 5 j..lm 
cspessun1 da glãndukl subrn<mdlbular de ~:1mu:ndongm irüetmlo~ com 3H-glicina. cor:Jdos. com a?u] 
de mdikno a l o,;, em borato de sódio .a: 1 ~''o, 
Fig. 4 ~ GLinduta submandibU:!ar - Controle. 
A reação radioautográíic;:; (p011tos negros) lo~:aliza-se sobre a -secreção d.a5 unidade:; 
secretoras seromucusa"i (a<;m). A coloração cin7A\ (azul no original) com azul de mctikno ap~lft\:,;: 
restrita à rn .. 'Ti±Cria d<.1 pon;ão basai das células. Artefatos sob a f()rma de vacUolo5 (v) aparecem nn 
Jnterior das células. dg ,~,dueto granuloso~ de_=; dueto estriado;~ 640 X. 
Fig. 5 ~ Glândula submandibular - TCA .. 
A coloração com azut de metilcno apresenta-se mais atenuada na pcriü:ria d;)s 
células acmosas, quando comparadas ..:com o controle. A reação radioautogrãfica apn:sen!.a a 
mesma iocaliz,:v;ão obsen·ada no controle. asm · ácinos scromucows; dg duelo granuloso: v 
vacfu1los; ·-- 640 X. 
Fig. 6- Glândula ~5uhmandihular- ED'I'A. 
A secreção ::;eromuçosa aparece m<Ji'i intemw.mcnk corada do que no conirolc. 
enquanto a perifCria da porção hJsal mostra-se mai'> clara. Não há modlficaçôc-s na locali?llçllo d:1 
reação radioauiogrática. asm '~' ácino scromw.:oso; dg -'~ duçl-o granuloso: -- 64-0X. 

Tabela 3 - Con..:entração de grãos de AgBr sobn.~ a secreção seromucosa da glândula 
submandihuiar: Controles e Tratados com EDTA e TC A( descontado o backgmund_), 
------" ""'""' --- '- ------ ---------------~"' ----- -----~-~-.-"-~------·- " --












TOTAL 2, 707,50 2,6!7,50 2.622,50 
---- -------.--~-- ~- ----- --- "" ---- -------------~~- """' ---- ___ ,' -----------------~ ""' "'' ----- -- ---- ------------------~--~ "'"" --- -------" ------------.-~----~ 
MFDlA !.35,,,75 !.308,75 L:l! !,25 
Tahtla 4- Análise d1,;~ vmiância dos dados dispostos na tahda 3, O resultado de F c_, 0,075 indic.a 
que os resultados, à nível de )'}t., nãn são signiflcru:lt~"-
TRATAiv!ENTOS 2 2.558,33 
RESÍDUO 3 50.809,38 
----------~---~~--- w '""'"""'"- "'"'- ------------.. ~~----. '" 





2 - Ultra-estrutura do pâncreas e da gliinduía subrmmdibular sem c 
com trafamentn pelos agentes desmirH .. "fttlizadan..:s" 
2J. P!mcrcas : 
l5 
No grupo controle, a'i células serosas dos ácino.s pancreáliccm {figs, 7 c 8) 
apresentaram tod.."W as caractcris'tica.'i ultra-estruturais que são peculiares às células secretora .. ~ de 
pmtcinas~ No terço hflsal, lm~aliz.a-se o núcleo estCrico ou ovóide, veí'1culoso contendo de 1 a 2 
nudt:!o!os. A cromatina nuclear apresenta-se sob a fonna de :filamentos delgados dispersos pdo 
suco nuclear, A região inl.'fanucicar e lateral do núcleo (fig. 8) mosíra uma grande rique?J\ de 
clstcma'> do retículo- endoplasmático granular. Mitocôndrias longas ou ovóides e com cristas bem 
detinidas s..1o encontradas dispersas pelo dtoso~ entre:meada<: com o reticulo endopiasmá!ico 
rugoso< O terço apicai da cêlub pancreática exibe numerosos grânulos de secreção (grânulos de 
zJmogC.nio), esfth:icos e com dià:metro c clêtron densidade variávds {fig, 8). Os espayo;.,; 
int{;rcclularcs são bastante estreitos, em virtude da presença de pequena quantidad{j" de substância 
intct\~elular (glicocalix) interposta" A pn;serwa de desmossomos 6 observada entre. O$ !imiter<-
inkrcclularcs, notadamente nas proximidades do lumem acinaL 
Os fragrnentf\<; pancreàtkas submetidos à ação do TC A exibiram a!gum:1s 
<·lltcraç{)Cs ultra-estruturais evídt<Tttes, As c.istcm..as do retículo endoplasmático mostram-se) em 
certas áreas, ix'"m mais dilatadas do que nos controles, enquanto que a matriz das mitocôndrias 
aparece de-11.-<>a e as cristas mal definidas. O conteúdo nuclear apresenta aspecto homogêneo e mais 
elétron dtmso do que no controle. Os filamentos de eucromatina, em muitas células, n.ão estão 
bem evidentes (.fig. 9). Na heterocromatina as alterações são menos evidentes, umbora da se 
apresente com "'specto mais denso do <lUC nos conü:ole1i. Os nucléolos assumem tam.b~'-rn aspecto 
homogêneo e perdem o granulado caractcristico. Alterações nitid.as são apreciadas nos espaço% 
inkrcdulares que apan.::ccm .amplamente Stiparados {fig 12), 
Os fragm_c-ntos do pâncreas tratados pelo EDT,c\ não mostraram diferenças 
uHra-eslruturals signiíicantes V"ffi relação ao grupo controle (comparern-se as figs. 11 e 12 com as 
fig-5" 7 e 8:) 
2<2< Glândula Submandibular: 
As glândulas submandibulares de alguns roedores, entre e-les o tamundongo, 
diferem das da maioria dos mamítéros por a-presentarem, além dal5 unidades s-ecretoras, do siste-ma 
de duetos (intercalares, estriados, intedobulares), c-omum à maioria das glândulas salivares, un:1 
oulm !lpo de dueto com células ricas em grânulos e, por isso, dt,-nominados duetos gnmulosos. Na 
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AB figuras 7 a 12 são microgmiias elctrôillcas de cortes de pàm::rt:as 
carnundcmgos injetados com JH~glícina, contrastados com acetato de uranila ;;:: ciJrato de dmmho. 
Figs. 7 e 8 - Células acinosas do p.únercas - Controle. 
Fig. 7 - Região supranuclear de un1a céiula pnncre<ltica apresentando dsh.-Tnas do 
retú;ulo C'll(h?pl.asmiitko granular (REG) moderadam1;nte dilatadas. A.s mitocôndrias {m) em cor!~ 
tangencia1 ou transversal estão cntremcadas com as cisternas do rctkulo; ~-· 10.500 X. 
Fig. 8 ~ Região pcrinuclcar de uma célula acinosa mostrando o núd;:;o (N) com 11 
hcterocmmatina agregada ã cariote-ca. A euc:romatina aparece como pontos escuros di"!persos no 
conteúdo nuclear, O aspecto granular do nucléolo (nc) 6 bem C'\1dcntt\ As cisternas do retkulo 
endoplasmático granular (REG) aparecem bastante achaiada"i nessa célula. g,."l .o, grânulo de 
secreção; ~--· 1 O. 000 X 
Figs. 9 e 1 O - Céhilas acinosas do pâncreas - TC A. 
Fig. 9 - Região perinudc.ar de duas céluLas pancreiiticas exibindo. na periíCria da 
base celular, c-isterna~ do retículo endoplasmático granular (REG) anorrna!mentc dilatada~ . 
.\·titocôndrias (m) são visuali?.lldas entremeadas às cisternas. A hctcrocromatina, com aspectfl mais 
demo do que no çontmh::, c:<;tã a;:;,sociada il c.arime:..:a. O conteúdo nudt;ar (suco nuclear) mos!r;H-;G 
mais denso c homogêneo do que no comrok, enquanto a eucrom.atina perde o seu aspecto 
pontilhado. Aspecto similar é observado no conteúdü nucteolar (nc); ~ HH)OO X_ 
.Fig. lO ~ H:.cgião basal entre duas cC1ulas acinos.;.t..s mostrando o marcado 
alargamento do espaço intercelular (seta). C --, conjuntivo; ·~ 10.000 X. 
Fig..,:. 11 e 12- Células acinosas do pâncreas- :EDTA 
Fig. 11 -Região perinudear d-e uma célula acinos.a mostrando cisternas do reiiculo 
e-ndoplasm..1tico gr.mular (REG) e rrritocôndrias {m). A c-romatina nudcar c o conteúdo do nUckü 
(N) aparece pouco mais denso que o do controle;-~· 10.000 X 
Fig, 12 - Região apícal de duas células acinosa.,., A porção da célula na pnrte 
superior d.a figura mostra cisternas do retículo endoplasmático granular (REG) ligciramentc mais 
dilatadas do que as d.a parte inferior.&" '~ grfirm!o de secrvção; L ... , luz acinar; HlOOOX" 

submnndil:miar do camundongo., as unidades secretoras rêm a fOnna de acmo~ c4jas células 
elaboram produtos de naiUre71l protéica c glicldka assodadaJ; c, por isso~ d011ominada~<> téJulas 
semmucosa">, Estas cClu!ns, nos fragmentos glandulares controle contént, no seu terço basal, um 
m.ídeo irnico, ovóide e de contorno, às vezes, irregular, com filamentos de cucromatina dispersos 
pelo suco nuclear e a hetemcromatina condensada na sua petifáia. Os nudêoios, em número de I 
a 2 são- vistos dispersos, alt:atoriamcntc, pelo ínterior do núcleo, O citosol da região infianudcar e 
lateral do núcleo mostra grande quantidade de dstemas achat..1das do R.E.G.- tvfitocôndrias, 
pouco numerosas, de fonn.a estCrica ou akrng~das, são encontradas no c-itosof da região basaL So 
pólo apical das células st:romucosas, observa-se numerosos glóbulos de fOrma variávci1 es:féricos, 
quando isolados ou irregu1ares1 quando coalecidmL Estes glóbulos (à direita da t1g. 13), na sun 
n1aioria, são c-létmn-luscentcs e estão envolvidos por membrana que separn o conteúdo do 
glóbulo, de ap-arênda Hoc.ular, do dtosot 
()s duetos 0striados (fig. 13 ã esquerda), por sua vez., são rcve.st!dos por cClulan 
cpüdia:is que mostram, no seu t\.~rç-o hasal, além do núdco esférico e vesiculoso, invagi:tla\:Õçs 
pronunciadas da membrana celular que dividem o citosol basilar em cornpartimentos que alq)am 
mitocôndrias com o seu longo eixo P..'Waldo aü eixo l.ongitudtlwl dtl c6Jult1. Ao h1do das 
mitocôndria.-;, observa-se, também. cisternas do RE.G. correndo paralelas ao longo ei-xo das 
mitocôndrias. Na pnrçãn apical da.~:; células não se visualizam griinujos de secn:;9ão, t.'tlquanto que 
vdiios dcsmossomos fOram observados ao longo dos limltt.':S intercelulares. 
Os duetos granulosos são revestidos por células que apn;'setlí<lm, no seu te-rço 
hasal, núcleo ovóide c de aspecto vcsiculoso. Na porção ffifrrumdear e lateral do núcleo, 
visualizarn-se cisternas achatadas ou d.ilatad,1s do R.E.G., contendo material filamentoso de 
aspecto flocular. Siiculos do aparelho de Golgi são observados na região supr.anudc.ar. 
:vii1ocôndri.as esfêricas ou alongadas, com cristas bem evidentes, aparecem dtstribuidas por todo o 
t.itosot A porção apical das células rnostra uma grande quantidade de grânulos de St-'"Cil.;':Ção, de 
tamanho e cléfmn d...,·:nsidade variáveis. 
Os tfagmentos glandulares tratados pelo T('A exibem modificações 
ultra-estruturais semelhantes ou mais pronunciadas que àqudas observadas no pànt:reas.. As 
cisternas do RE.(i aparecem mais dilatadas c, muitas vezes, J2.0m mptura diiS membranas 
envoliória" (fig. 16). Os nUcleos, às vezes, aparecem mais claros (!:lg, 15} que os do &,rntpo 
controle. Os espaços intercelulares tornam-se mais amplos. com maior separação das células. A 
cucromatina aparece dispersa hetcrogen10am.cnk~ c com raretJção ct.o con!eil.do nudcar. 
As mitocóndlias e os glóbulos de secreção, embora corados mais densamente do 
que n~Ys controles, não aprt~scntam maiores alterações estmturais< 
O citosül, em algumas células, {fi.g. 15 c 16) toma-se~ mais rarefeito do tfUC o 
controle, apresentando, a!nda, massa,;; densas entremeadas com áreas mais claras. 
() tratamento dos fragmentos da submandibular tratadas pdo EDTA, 
fi:mna como ocorre com o pâncrt:as, não mostra alterações signitlcantes na ultra~estrutura dn'I-
C01UJXmentes citoplasmáticos ou nudeares das células scmmucosas, dos duetos estriados e 
granulmos ( compareuH;e as figs. ] 7 e 18 com as figs. 13 e 14 )" 
20 
As figuras J 3 a 18 são m.icmgmíias eletrônicas de cortes de glândula suhxnandibular 
de camundongos injetados com 3H-gl1c1na, conirastados c.om acetato de uranila c citrato de 
chumbo, 
Figs. 13 e 14- - Partes de células de um dueto cstriadi:\ de um ácino seromucoso c 
de um dueto granuloso de glândula submandibular - Controle. 
Fig. 13 - A esquerda da figura aparece a região basal de wna célula pertt.'tu.:entc a 
um dueto estriado, mostnndo as mitocôndrias (m) paralelas ao longo eixo da cClu!a. reg-i: 5o 
supranuclearJ obsenr.1-.se sáculos do aparelho de Goigi {G} O núcleo (N) apresenta a eucmmatina 
(pontos escuros_) dispt.na no conteúdo nuclear. À direita da figura visuali:rn-se a porção perifêrica 
de um ácino scromucoso mostrando tn.itocõndria..~ pe.rpendiculares ao longo ebw da ccilula e 
glóbulos de secreção (gls ); ~, HWOO X, 
'Fig. 14 ~ Parte da região peri:nuclear de uma célula de um dueto grarmloso 
mostrando o núcleo (N), mitoc.;)ndrias ('m) e sáculos do aparelho de Golgi (G):. ~.· 1 :5.00DX. 
Figs. 15 e 16 ~Célula de um dueto estriado e de um ácino seromucoso ~ TCA 
Fig. 15 - Parte da porção basal de um . .a célula de um dueto estriado mostrando 
mitocôndrias (m) com carac!cristicas estruturais normais, enquanto o (,;itosol ptrinuck:ar e o 
conteúdo do :núcleo (N) aparecem com. aspecto rarefeito~, ... lü,OüO .K 
Fig. 16 - Região perinudear de uma célula seromucosa mostrando desorganlz..ação 
celular. As cisternas do retículo endop{as:mático granular (REG) estão anormalmente dilatadas. 
vazias e com suas membranas rompidas. No e-1tosol, há condensações fOmlando massas separadas 
por áreas claras. Os glóbulos de secrcç.ão (g]s), embora mais densos do que no conlrok\ Mo 
apresentam maiores altt.'Tações) o mesmo oconcndo com o núcleo c o mtdéolo (nc); .~. 10.000 X. 
Figs. 17 e 1&- Células de um dueto estriado e de um dueto granuloso~ EDTA 
Fig, 17 ~ Região basal de uma célula de um dueto estriado mostrando invaginaçõcs 
da rnemhrana plasmática (seta) dividindo o dto:sol em i~jas contendo mitocôndrias (m). REG 
retkulo endoplasmático rugoso; G = Golgl; ~· 10.000 X. 
Fig ] 8 ~ Parte de três células de um dueto gnmuioso rnostxando carac!erisíicas 
ultra-estruturais lndistint.'t.<.; do controle. G ~ Golgi; N ~=- núdeo; REG '= reticulo endopfusm.âtico 





4 - DISCUSSÃO 
DISCUSSÃO 
A comparação entre os resultados radinautogr.iifiws quantitativos, observados no 
pâncreas e na glândula suhmandibular de camundongos dos grupoo. controle e tlos tratados pelo 
EDT i'\ tamponado e pelo TCA a 5Q~ rewlou que essas soluções desmineralic_adoras não 
produziram extrações ou translocaçõcs dos compont,"tltcs protéicos marcados pela JH~glicina, 
çontidos na secreção das céh.das scrosas c seromucosas dessa glândulas. 
Nilo obstante, a símilmi.dade dos resultados e o fato de que o TCA Kw a ;antagem 
dt remover os sais rrrinenús num intervalo de tempo mais cmiu do que o EDTA1 seus efCitos 
ai:fvcrsos, observados notadamente durante os procet.iimentos técnicos, fóram superiores às suas 
qualidades, Assim, a obtenção de cortes scmi-fmos nos .fragmt,.•ntos por de 1nHados 10i uma tarefa 
muito dific:il c com maior dispêndio de tempo do que com o ntateria! tratado pelo EDTA. A!Cm 
dis!>o, a coloração difhsa e ~borrada'\ observada principalmente nas células pancreáticas, sugere 
que o TCA produziu aigum tipo de alteração nas qtml:idades corantes dessa.o; cClul.as. 
Por outro lado, os resultados observados ao M.E. mostraram que o TCA além de 
pmdu?Jr as alterações morfológícas ultrawcstrutur.ais descritas, deve ter provocado também, 
alterações em certos componentes orgànkos das células. Assim, a homogenização c perda de 
aspecto gr.anclar visualizados nas células acinosas do pâncreas, bem como a rarefação do conteúdo 
nuclear e do citosol de algumas células da glândula subtrumdibular, sugerem uma possível extração 
dos ácidos nudeicos e de proteínas citoplasmática.'>. A possibilidade de que a fixação dessas células 
tç,nha sido insatisfatória, dai a possível extração do material nuclear ou citoplasmático, parece 
pouco provãvel, uma wz que as mitocôndrias, que são organdas muito sensíveis aos efeitos da mã 
f:i:~·;açfio, aparecem bem preservadas nos tbgrnentos tratados pelo TCA 
A ação lesiva dos ácidos fortes sobre os ácidos nucléicos tem sido reportada na 
literatura. LILLIE, (1944 ), estudando os efeitos do pH sobre a coloração da medula óssea, 
utilizando misturas tampon.adas de ácido sulfúrico e ácido fOrrnico pH 1,15- pH !,30 durante uma 
hora, observou que este tratamento deslmla a basofilia da cromatina nudcar. Ainda J .U.LIE et al 
(1 1) sugeriram que os ácidos fortes podem dissolver, hidmlisar ou desnaturar os complexos 
nuc!cotídcos do ácido füs.fórico da rihose c desoxiribost.\ Resultados sugestivos de extração de 
ácidos rmdéicos pelo ácido nítrico a y~,iJ foram observados por IV!ARDFIN' & JON'"F,S (1957) nos 
neurônios de cerebelo de ratos. Essas células não se coraram pela Tionín~ Azur ''B" ou pda 
reação Feulgen-Schiif quando previamente tratadas pela solução ácida, O TC A, a!Cm. de efeitos 
lestvos sobre a ulttt'H~strutura celular; c de possível e>..i:rayão dos iicidos nucleicos) apresentou 
ouínJs ddtos negativos. A obtenyão de cortes ultra~finos (60 ~ 100 nm) de boa qualidade foi 
çxtremamente diíkil de se conseguir nos ft'agmentos do piincrca._<.> e da glândula suhmandibu1ar, 
O EDTA, conforme era a expectativa, não alterou signit1cativamente a arquitetura 
ultra-t:strutural do material aqui estudado, confirmando, assim, suas qualidades previamente 
reportadas por W ARSHA WSKY & MOORE ( 1967). 
As observações rcali:rbdas neste trabalho, ao nívd da microscopia óptica e 
eletrônica, sugerem que o EDTA empregado segundo o método preconiz.ado por 
W.ARSHAWSKY & MOORE (1967), deva ser indicado como solução desmineralizadora de 
tecidos duros para estudos que se utilizem de cortes semi~finos em microscopia óptica ou 
!.dtra~firms em microscopia eletrônica. 
5 - CONCLUSÕES 
CONCLUSÕES 
A anâlísc dos resultados. radlooutognificos e ultra~estmturals pennitc~nos concluir 
que: 
2ú 
I - O tratamento com os agentes dcsmincralizadores utüiZf!.dos não provoca 
alterações na preservação das proteínas marcadas com 3H~glicina contidas nas secreções das 
cólulas aclnosa.-;; do pâncreas e scronmcosas da sub-mandibular de camundongos. 
2 - O TCA causou alterações indesejáveis na ultra-estrutura das células do 
pâncreas. c da glândula submandibul.ar do camundongo. 
3 - O EDTA não causou alterações significantes na ultra-estrutura do páncn:as e 
da g.lfindula suhm.andihular de camundongos. 
6- RESlJMO 
RESUMO 
Neste estudo1 procurou~se, atrav"és do método radioautográfko, observar os efeitos 
do EDTA a 4) 13% c do TCA a 5% sobre as proteínas contidas nas secreções da<;) \;-.\lulas acinosas 
do pâncreas, nas células serom:ucosas da glândula submandibuiar c sobre a ultr.a 4 cstrutura dessas 
glândulas de camundongos injetados com uma única dose de JH-glicína e sacrificados uma hora 
após a injeção. As glândulas de cada animal fonlm divididas em pequenos fragmentos e estes, 
separados em 3 grupos: controles (não tratados)1 tratados pelo TCA e iratados com EDTA As 
reações radioautogciJicas fOram quantificadas mediante a contagem de grãos dt; prata rcdu?ida 
SQi:Yrc a secreção Jocalizada na porção apical das células pancreá1icas e sobre a secreção das células 
semmucosas da glàndula submandlbu11r. 
Os dados ob-tidos após as contagens dos grãos de prata mostraram, após a análise 
de vari.ãncia, que não há diferenças significantes entre os três gn.1pos. Conclui-se, assim, que tanto 
o TC' A cnmo o EDT A não provocam extrações de proteína«: marcadas ruis secreções. O TC A tem 
s-obre o EDTA a vantagem de remover os sai"> minerais num intervalo de tempo mais curln, porcin1: 
a obtenção dos cortes semi-finos no material tratado por ele é bem mais difí;,:-il Ao microscópio 
detrêmico1 o material tratado pelo EDTA apresenta o mesmo aspecto do controle. O TCA, ao 
contrário, provocou muitas alterações da ultra-estrutura de vários componentes celulares. Ao 
contrário do EDT A, seu uso como agente desmineralizador de tecidos duros em estudos 
ultra~cstrutu.rais não deve ser recomendado. 
7- SUMMARY 
SUMMARY 
The aim o f this study was to observe radioautog:raphically the etlêcts of TCA_ and 
EDTA on lhe sccretory protcins of thc serou& pancreatic ccl!s, on 1hc scromucous sub:ma:ndibu!ar 
ghmd cel.is aud on the ultrastructure of these glands of mice s:acriticed lh ahcr thc injection of a 
single dose of 3Hwglicine by intra..::ardiac fixation \Vith ,:p~,ó p-kmmddehyde solution. The glands nf 
each animal were divided in smaU fragmt-'TI!S (abouí l mm3) which were scparated in three groups: 
\.:Onirol (non treated), trcaíed \VÍih TCA and treated 'irvith EDTA The radioautographic reactlons 
~vere quantiíicd hy counting ilie rcduced sllver grains ovcr the secrction of the serous pancrcatic 
a-nd seromucous submandibular gland cells:, The. counting data) afier statistical variance analysis, 
showed that both TCA and EDTA did not extract lhe labelled proteins of the adnar cells 
sccrctions of pancrea~ and submandibular giands. Although TCA removcd thc minerals faster than 
lhe· EDTA it was more diflicu1t to obtain uitrn~thin and semi-thin sections in th:e ghmd fragmcnts 
trcakd w11h it Also the staining of the admrr cel1s witb methik·nc bluc wa.:; imp.aired. 
The fragment.;; treate-d by the EDT A did not. present signific<mt ultrastmctural 
dilJi;:rem:.es whcn compareci wilh controls. 'Ibe TCA, on the othcr hand, cm.t.~ed so.me damage to 
the fine .structure of various cellular componcnts. Thereíhre, its U."lt: as a decaicükr of hanl li.ssucs 
on ultrastructurai studies shouid not be recomrnended. 
~ , 
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